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　筋adenyl系物質として，　adenosine皿ono一，　di一，
及びtriphosphate（以下AMP，　ADP，　ATP）は
既に古くから知られてV・る。Lundsgaardi）及び
Lohmanna）等により筋牧縮とATP分解は密接な
睡蓮のあることが明かにされ，且つ10年來A．
Szent－Gybrgi3）亀5）を中心とするATP及び筋構成
蛋白であるactomyosinの研究は筋生理学上肉回
すべき新分野を開拓した。なおわれわれの筋牧縮
機構に関する研究の発展から，ATPの分解が二七
縮に先行する過租であり，且つそのenergy供給
物質たるごとがますますたしかめられつつある6，。
　以上adenosinepolyphosphateは第1報に述べ
’たCPとともに筋牧縮活動に重要な役割をもつも
のである。またADP，　ATP，　CPの燐酸エステル
結含が高energy保イ∫ヲ伏態にあること7）は特に注
目される。即ちその結合は非常に不安定であり，
おのおのの評債は速かに且つ正確に行わなければ
ならぬ。
　しかして從來この物質の分析はその分解生成物
たる無機燐の定量により考慮されてきた8）・9），それ
は尊報と同様，共存する多量の燐酸化合物により
大き 影響を受け易く，またADPとATPはお
のおのを純粋に評慣することが不可能である1「1）。
　近郷各種物質のイオン交換，樹脂による，分離並
びに分析が盛んに行われているが，1950年Cohn
＆Carterii）は陰イオン交換樹脂Dowex－1を用い
てATP製品の分析を行っている。
　われわれは常時実瞼に使用する，ATP製llrllの
甲皮測定，及び各種筋肉のadenosinepolyphosp－
hate含有量，筋活動時におけるその消長を追及す
るためにこの方法の追試出面を試みたので報告す
る。
実験方法
　1）試料：われわれは先に述べた目的によって，次の
試料を使用した。
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　　　i）家兎筋肉より抽出精製したATP　Ba－salt
　　　ii）家兎及び基筋肉抽出液
　2）装置及び試藥：
　　　i）吸着柱としてビューレットを使用した。
　　　ii＞Amberli七e　IRA－400：Cohn＆Carterの使用
　　　　　したDowex－1と同様tartiary　amino　grouP
　　　　　を持つ強塩基性陰イオン交換樹脂
　　　iii）02　N　HCI及びN且Cl溶液
　　　iv）2N　NaOH二10　gr／¢Ba（OH）L・を含む
　　　v）0．01　MNHaCl水溶液…・・……・…………A液
　　　vi）0．003　M　HCI水溶液…………………一・・B液
　　vii）O．02　M　NaClの0．01　N　HCI水溶液……C液
　　viii＞O．2MNaClのO．Ol　N　HCI水『容液……D液
　3）樹脂の前処理：市販Amberlite　IRA－400は粒状
帯黄色Cl一形である。　Cohn＆CarterはDowex－1の
200～400meshのものを使用したが，われわれは乳鉢で適
当に粉捌したのみである。樹脂は先ず蒸溜水申に充分時1司
懸垂放置し膨潤せしめてから，水を浦した吸着柱に水とと
もに注入し，同晴に下部の栓を開き，水を流出せしめて暦状
に樹脂を充盈する。暦は以後押しつけたりしてはいけない。
i欠に炭酸除去のための水酸化バリウムを含む2NNaOH
でCl一形をOH一瞬に変える，その量は交換能力の4～5倍
とする。流過し終れば水で洗い，次いでO．2　NHCIで再び
CI一算にする。この操作を2，3度『操反すことにより樹脂の
洗i條及び再生が出來る。
　若し樹脂上に金属水酸化物等が沈著している場合は前記
0，2NHCIの洗1條により除去される。また淡酸イオンの存
在はchromatogramに影響を奪えるので避けねばならぬ，
特にOH一形においてその吸着が大であると考えられる。
なお樹脂雪上には常に溶液が忌門し，樹II睡中に二一が入ら
ぬことが必要．である。
　4）実施；前処理終了後alkaliを流過してOH一形に．
し水洗して吸着せしめる。
　AMP，　ADP，　ATPはおのおのPH　2附近；でnet．　eharge
O，一1，一2，であるが，PH　7以上では一2，一3，一4とな
り】L）），陰イオン交換樹脂に吸着される。そこでalkali側に
おいて3者を完全に吸着せしめた後，展開液のPHを次第
に低下せしめることによりおのおののnet　chargeを零に
近ずけるとともに，競＄イオンとしてのCレの濃度を矯加
して3者を別品に1腕着流出せしめる。
　各分別液の定量はadenineが260　mμに吸収極大を持
ρので島津製光電分光光度計を用いて測定した。
実験成績
　1）分離1家兎筋肉より抽出糟製したATP－Ba　saltは
ADPの混人を避け難い，しかしAMPは極少量しか混入
していないので，先ずBa　saltを当量の0．I　N　HCIで溶
解し僅かに過量：のNa，・SO4を加えてBaを除去しNaOH
で中和する。その一部をNHCI溶液：として100。C　7　min
で水解し，両者を合せてAMP，　ADP，　ATPの量を1mg
前後としPH　9～8のammonia　alkali性とし樹脂に吸着
せしめる。樹脂暦の高さは約2cmである。競争イオンの
濃度は0．01M以下とする。
　YXvl・で水洗後，　A，　B，　C，　Dの展開液を順次流過せしむ。
流出速度は1cc／minとする。
　その結果はFig．1．の如くなる。
　展開液を対照として各分別盛の吸光度を測定し且つPH
の変化を示した。そこでA部に流出されるのはadenine，
adenosine及びその他のcontaminantsであろ5と思わ
れる，B部はAMP，　C都はADP及び無機燐酸，　D部はATP
である。
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Fig．　1．　The　separation　of　adenosinepolyphosphates
　　　　　　　　by　ion　exehanger．
　bed：　hmberlite　IRA－400
　test　material　：　prepared　ATP－Ba　salt
　　abscissa：　ml　of　reagent　through　column　’
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　　Fig．　2．　Absorption　curve　of　AT！P
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　かくして得られた，D部第2の分別凋め紫外部競闘曲線
をしらべるとFig．2．の如くなる。
　2）定量＝Cohn＆CarterによればAMPの分子吸光
係数はPH　2において工4200である。われわれも検討の結
果同一値を得たので以後次の式に從いおのおのの定量を行
う。
　　　　　　C＝O．Dxd！14200
　Cはmol／2，0．Dはoptical　density，　dは測定液槽の厚
さである。
　i欠に回股…購の槍討を行った。Cohn＆Carterは90～97
％と報告しているがわれわれの場合Table　1．のとおりで
ある。
　Table　1．　Per　Cent　Recover？1　from　Resin　Based
　　on　260　mpt　Absorption　of　Sta7’ting　Material
ADP，　ATPの量を計算：すると
　　　　　ADP　＝　1．030　mg
　　　　　　ATP　＝　3．643　mg
である。
　次に2，3の生筋について行った。分析結果はTable　3．
のとおりである。表中の数字は筋肉1g当りの量である。
　家兎の場合はouropan・sodaで謎解後直ちに筋肉を取り
だし1。09を頭取する。乳鉢中にて冷2％perchloric　acid
液20cc及び少量の金剛砂で手早く磨礫し濾過する。濾液
の2～4ccを直ちにammonia　alkali性とし，水を加え
30ccとして予め準備した樹脂柱に吸着せしめる，分離定
量は前述の如くする。慕は大脳除去，脊髄破壌後直ちに筋
肉をとり出す。以後の処理は家兎同様である。なお試料は
冬眠中の慕である。
Exp．
???｛
Frac七10n
Adenine
Adenosine??
AMP
??
ADP??????
AT［P
91，8
90．4
90．6
92．7
Tota1
97．3
97．1
93．7
96．7
Table　3．　Content　of　A　clenosinepolyphosphate　in
　　　　Severag　Mzeseles　（r／gr．　musele）
ADP
ATP
Rabbit
psoas　m．gastro，　m．
564
3248
376
2364
Frog
rectus　m．　i　gastro，　m．
457
821
534
1064
　試料は予め吸着分離したATP液で吸光度既知のものを
用いた。前2者は重暫時室温に放置したもであり，後君は分
離後直ちに吸着せしめたものである。
　3）ATP製品の分析及び生筋のATP含有量：以上
述べた方法に從い家兎筋肉より抽出した，ATPのBa－salt
について行った純度測定：の1例を述べる。
　10mgのATP－Ba　saltを正確に乱取し，前記方法に從
い溶解，全量50ccとする。その4ccを取り樹脂にて吸着
分離し各分別液の吸光度を測定するとTable　2．の如し。な
お，A，　B，　C，　Dおのおのは液量20　cc当りの吸光度とする。
　Table　2．　ZLπα勿s哲s　q1●∠4四
〇頭。αZ1）θ脇勿〔ゾPrαctions　from
　　P7’epared　ATP－Ba　Salt．
Exp．
　’1
　2
average
A B
Fraetion
O．020
0．020
0．020
O．021
0．020
0．0205
c
O．138
0．136
0」37
D
O．409
0．407
0．408
調製した試料の戯光度はPH　2において3．100であった。
よって回牧率は94％となる。　またBa－Salt工Omg中の
考 察
　われわれはイオン交換樹脂を用いてadenosine－
polyphosphateの定量を行うために種々槍宣した．
が，実写成績を上りみて充分浦足すべきものと思
われる。
　即ち從來ADP，　ATPは別個に定量することが
不可能であったXが，予め分離することにより
ADPの評便が二三となった。　このことは加水分
解により生する燐酸の定量よりなされた，不確実
なATPの分析値を訂正するものである。
　なお実意成績に基づいて2，3の考察を試みる。
　　i）分離について：　樹脂はOH一形で吸若させてい
るがCl一歳でもよい，しかしその場合は充分水洗して申性
でなければならぬ。また吸着の際の速度は1，5cc／minとし
た。脱；着の際は1cc／minである。　これは。．7　ec／min位
の方がよいと思われる。
展開試藥の濃度及びPHは物質を一定の分別液に腕着き
せるために重要な要因となるから精確でなければならぬ。
　分別液の定性はその紫タト吸牧曲線及び水解される燐酸の
比により知られる。なお・Fig．2．に明かな如く，從1來ade一
be　K：alker（1947）の酵素法がある。　しかし操作が非常に
　復雑であり，且つ筋肉拙嵩液の場合はADPの定量に
　　難点がある。（工Bio1．　Chem．167，429（1947）．
13）　Karckar，　H．　M．：　J．　Biol．　Chem．　167，　448　（1947）．
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nineの吸牧極大は260　mPtにあると報告されているが13う，
われわれの場合は257～8mμにある如く観察された。より
短波長側の210mμの吸牧極大はcreatinephosphateに
も存在することから燐酸エステルに対慮するものであろう
と考えられる。260mμの吸攻よりも鏡敏なことから，な
ん等かの定量的取扱いが出來ないかと種々試みたが不成功
であったD
　　ii＞定量について：分子吸光係数はPH　3において
も大きな変化がなかったのでB，C，　D部の吸光度よりの計
錐は同一に取扱つた。
　分別液の量は吸着物質¢）量及び流出速度に左右されるも
のである。この実瞼においては20cc宛取ったが，試料少
量の時は工Occにてもよい，またその分別液の数箇をまと
めて取り測定してもよい，何れにせよ少量の試料を大量の
展開液で繁用する噂は誤差の入り易い危隙がある。
　分光光度計による測定にあたっては試藥の項に記した各
展開液を対照とした。また測定液槽は左右の吸光度に多少
の差があり，且つ使用回数の：重なるにつれて汚染による差
の増加があるので充分洗濫後測定の都度差の槍定がなされ
なけオしばならぬ。
　　iii）同寸の分析について＝從來家兎筋肉のATP含
有量はO．2％と報告されている。・またMommaerts14）によ
れば5×10一6Mである。われわれの場合はTable　4．のと
おりであり，大体Mommaertsの値：に近い。なお主筋中に
はかなりの量のADPが存在していることになる。
　慕については，家兎筋肉より少ない。これは冬眠中のた
めであることも考えられるが，一般に低いと想像される。
　なお含有量の測定には，筋肉の静止の状態で目的物質を
抽出しなければならない。このごとはいろいろの問題を含
んでいるが，われわれは一慮前記條件により抽出を行った
のである。
　また筋肉よりATP等を抽出するに当ってtrichlor　ace－
tic　acidを使用することは出來ない。何故ならばtrichlor
acetic　acidが樹脂に吸着され，脆着によりD部に展開さ
れることが列つた。これは分極分子であることから220mμ
附近に強い吸牧をもち260mμの吸光度に影響をもつから
である。perchloric　acidは勿論吸着されるがadenineの
吸攻に影響を及ぼさないから日当である。またその濃度は
二軸るだけ小なる方がよい。2％はその意味から除蛋白可
能な最低の濃度である。
摘 要
　Cohn＆　Carterの報告による，　ATP　Ba－saltの
イオン交換樹脂に：よる純度測定法を面々し，且つ
生筋のadenosinepolyphosphateの定：量に慮溢し
た結果，本法は適当な分析法であるごとを認めた。
　　　　　　　　　　　　　　　（昭和29．3．18受付）
Summary
　　With　the　purpose　of　reinvestigating　the　analytical　method　of　adenosinepolyphoshates
by　ion　exchanger　as　reported　by　Cohn　＆　Carter，　the　method　was　applied　to　determine
ATP＆ADP　content　in　Iiving皿uscle，
　　It　was　recognized　to　be　a　reliable　method　of　quantitative　determination．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Mar．　18，　1954）
14）　Mommaerts，　M．　H．　F．　W．：　Phosphorus　Metabolism1，　553　（1950）．
